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三 种 鳞 翅 目 昆 虫 的 血球 细胞 
和 卵 介 细胞 的 体外 培养 


谢 菜 株 刘 栖 干 杨 淑 抑 胡 有 健 


《中 国 科学 院 上 海 昆虫 研究 所 》 


自从 Grace 《1962) 成 功 地 从 昆虫 中 建立 了 第 一 个 细胞 株 后 ,到 1975 年 已 从 52 种 昆 
虫 中 分 离 到 115 个 细胞 株 《Maramorosch，1975)。 培 养 的 细胞 株 被 广泛 地 应 用 于 病毒 学 、 
发 育 生物 学 、 细 胞 生物 学 \ 病 理学 、 毒 物 学 ,生物 化 学 和 遗传 学 等 方面 的 研究 (Hink，1972; 
Weiss, 1971; Vago, 1971 和 1972 ; Kurstak 和 Maramorosch，1976)o 

为 了 进一步 午 请 昆虫 病毒 和 寄主 细胞 间 的 相互 关系 及 环境 对 它们 的 影响 ， 我 们 在 离 
体 条 件 下 培养 了 鳞 起 目 昆虫 的 血球 细胞 和 卵 介 细胞 。 现 把 初步 结果 简 述 于 下 。 

一 、 材 料 和 方法 

细胞 ” 蔬 腾 天 (Philosemia cynihia ricini Donovan) 5 见 幼 虫 、 桑 毛虫 《Euproctis simi- 
lis Fuessly) 4 一 5 龄 幼虫 、 粘 虫 QMyzhimna separata (Walker)) 4 一 5 龄 幼虫 的 血球 细胞 ， 
以 及 萝 麻 乔 肾 和 粘 虫 肾 的 卵 集 细胞 。 

培养 基 ”使 用 Grace 《1962) 的 培养 基 ,增补 以 20% 小 牛 血清 、2 多 葛 麻 鼻 晴 血 淋 巴 
以 及 5 种 维生素 Ca- 育 酚 \、 围 蔡 醒 、 乳 清 酸 和 和 氰 氏 素 浓度 均 为 0.001 毫克 /100 毫升 , 抗 坏 血 
酸 为 1 毫克 /100 毫升 )。 

方法 

幼虫 或 电 体 表 消 毒 
75% 酒精 ,15 分 钟 


Hanks 液 漂洗 2 次 
I 幼虫 | HI. 肾 


剪 诬 足 放血 剖 取 匈 梨 
] i 
| 
骂 有 5 毫升 培养 基 的 30 毫升 <T? 形 瓶 ,28*C 算 止 涪 养 。 Hanks 该 源 光 3 次 


| 
前 成 1 一 2 立方 毫米 小 块 


0.19%6 胰 酶 消化 3 一 5 分 钟 


本 文 于 1978 年 12 月 收 到 。 
承 我 所 杨 平 泣 教 授 和 中 国 科学 院 上 海 细 胞 生物 学 研究 所 陈 瑞 铭 教授 审阅 本 文 ， 特 此 致谢 。 本 工作 在 朱 国 凯 同 
志 指 导 下 进行 , 张 慧 娟 及 姚 燕 儿 两 同志 参加 部 分 工作 ,一 并 致谢 。 
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加 Hanks 说 ,收集 分 离 的 细胞 


500 转 / 分 ,离心 5 分 钟 


| | 
沉淀 细 称 团 加 培养 基 基 浮 上 清流 弃 


500 转 /分 “离心 Es 2 次 


| | 
细胞 团 加 5 毫升 培养 基 县 浮 放 人 上 清 液 弈 
30 豪 逢 “1? 形 瓶 ,28%C 静 止 培养 。 


每 周 换 一 次 培养 基 , 吸 取 2/3 旧 培 养 基 , 500 转 /分 ”离心 5 分 钟 。 弃 去 上 清 液 , 加 入 
等 量 新 鲜 培养 基 , 将 沉淀 的 细胞 田制 成 悬浮 液 黎 人 原 瓶 培养 。 


二 、 实 验 结 果 


1. 曹 麻 委 血 球 细胞 培养 17 小 时 , 圆 细 胞 贴 壁 聚 困 并 伸 出 伪 足 , 48 小 时 后 细胞 数量 
增加 。 至 70 小 时 , 梭 形 细胞 占 优势 (图 版 1:1)。 十 二 天 后 梭 形 细胞 相互 沟通 (图 版 1:2)。 
换 被 30 次 , 离 体 存 活 211 天 。 

2. 粘 虫 血 球 细 胞 培养 2 小 时 细胞 贴 壁 , 聚 轩 , 一 天 后 贴 壁 细 胞 伸展 ,三 天 细胞 开始 
沟通 《图 版 1:3)。 换 被 七 次 后 , 细胞 长 成 一 片 。 第 八 次 换 液 时 , 刮 下 细胞 制 成 悬 被 , 500 
+. p. m. 离心 5 分钟, 换 去 部 分 培养 基 , 重 新 接种 于 原 瓶 ,继续 静止 培养 。 第 19 次 换 被 时 ， 
进行 第 一 次 细胞 传代 。 接种 于 新 瓶 的 悬浮 细胞 , 在 几 小 时 内 就 能 贴 壁 并 且 于 一 周 内 长 满 
培养 瓶 底 。 传 代 15 次 , 离 体 存活 15 个 月 。 从 第 8 次 传代 起 , 细胞 开始 大 量 游离 , 悬 祥 在 
培养 瓶 中 ,有 些 细胞 在 换 和 人 新 瓶 后 仍 能 贴 壁 。 

3. 又 毛虫 血球 细胞 ”培养 一 天 ,细胞 大 部 分 贴 壁 , 主要 类 上 皮 细 胞 , 以 后 贴 壁 细胞 伸 
展 ,细胞 质 相 连 (图 版 [:4)。 加 ® 细 胞 晤 浮 于 培养 基 中 《图 版 1:5)。 培养 六 天 细胞 连 成 片 ， 
至 第 9 天 见 到 Singh 《1967) 以 及 Schneider (1971) 描述 过 的 大 的 中 空 溢 泡 ( 图 版 I:6)。 
换 液 13 次 , 离 体 存 活 91 天 。 

4. 蕴 麻 一 晴 卵巢 细胞 ”经 胰 酶 消化 的 细胞 在 培养 中 聚集 贴 壁 。 培 养 四 天 圆 细 胞 成 片 
《图 版 I:1) ,至 第 10 天 和 游离 细胞 聚 成 细胞 团 , 贴 壁 伸展 相互 沟通 (图 版 :2)。23 天 后 在 
组 织 块 周围 长 出 的 细胞 形成 较 大 的 生长 景 (图 版 I[:3)。 换 液 2 8 次 ， 存活 7 个 月 。 

5. 粘 虫 晴 卵 沫 细胞 ”培养 二 天 后 ;从 入 小 管 上 迁移 出 来 的 矿业 细胞 部 分 贴 壁 , 伸 出 伪 
足 相 连 。 同 时 , 卵 小 管 开始 蜡 动 。 至 第 三 天 ,长 出 的 细胞 连接 成 为 分 义 状 组 织 块 也 开始 蜡 
动 。 换 液 9 次 ,蠕动 持 续 到 43 天 (图 版 :4)。 并 且 见 到 孵 小 管内 卵 粒 发 育 。 


三 、 结 语 
灯 毛 虫 血 球 细胞 离 体 培养 在 国际 上 尚 属 初 次 报道 。 我 们 成 功 地 取得 了 以 下 结果 : 


《ti) 龙 麻 乔 血 球 细胞 离 体 存活 211 天 。 
《2) 桑 毛虫 血球 细胞 存活 91 天 。 
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(3) 粘 虫 血球 细胞 培养 4 个 月 后 进行 第 1 次 传代 , 共 传 15 代 , 离 体 存活 达 15 个 月 。 

(4) 草 采 符 晴 卵 舍 细 胞 在 体外 培养 3 周 后 ;形成 生长 时 ,细胞 存活 达 7 个 月 之 久 。 

(5) 烙 虫 肾 卵 集 细胞 从 孵 小 管 上 迁移 出 来 后 贴 壁 相连 ,形成 一 个 分 又 的 新 组 织 , 培 养 
第 3 天 即 开始 蠕动 ,一 直 持 续 到 43 天 。 . 

此 外 ,我 们 曾 取 出 桑 毛 虫 幼 忠心 血管 进行 培养 , 1 天 后 开始 搏动 ,间隔 2 一 10 秒 1 次， 
一 直 维 持 64 天 。 

培养 的 屁 虫 细胞 有 贴 壁 聚 团 的 趋势 。 我 们 认为 Grace 培养 基 (1962) 基本 上 能 够 维 
持 这 几 种 细胞 的 存活 和 增殖 ,但 还 需 加 以 改良 以 缩短 昆虫 细胞 的 驯化 期 ,促使 细胞 更 快 地 
适应 环境 ,提高 生长 速度 , 并 需 进 一 步 解 决 建立 细胞 株 的 技术 问题 , 使 目前 的 长 期 培养 进 
而 成 株 ,以 便 大 量 繁殖 纯 系 细胞 : 供 作 实验 用 。 
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CULTURE OF HEMOCYTES AND OVARIAN CELLS FROM 
THREE LEPIDOPTEROUS INSECT SPECIES 


XIE RUNG-DUNG, TI0 QIGAN, YANG SHU-YAN, HU YOU-JIAN 


(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica) 


The authors used Grace’s medium supplemented with 20% fetal calf serum, 2% 
Philosamia cynthia ricint hemolymph and vitamins E, K, B's, By (each 0.001 mg/ 
100ml) and CO (1mg/100ml) for the eulture of cells from three lepidopterous iin- 
sects, and succeeded im maintaining the prolonged survival and growth of cells in 
vitro. | 

Hemoeytes of Philosama cynthia ricint and Euproctis simihs survived for 211 
days and 91 days, respectively. 

Hemoeytes of Mythimna separata sub:ultured after growth for four months, and 
这 serial passage totally for 15 times (survived for 15 months). 

Cells derived from both Phrlosamia cyntha ricim and Mythimna separata ovarian 
tissue survived for 7 months and 43 days, respectively. 

Bxperimental results show that the Grace’s medium can support the above men- 
tioned cells, growth and survival in wtro for a long period. 
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:培养 70 小 时 , 葛 麻 垂 血球 细胞 , 容 形 细胞 占 优 势 。 色 320 
-培养 12 天 , 草 麻 簿 血球 细胞 , 梭 形 细胞 相互 沟通 。 勾 320 
-培养 3 天 , 粘 虫 血球 细胞 贴 壁 伸展 ,开始 沟通 。X320 
:培养 2 天 ,又 毛虫 血球 细胞 贴 壁 ,细胞 质 相 连 。X 320 
.培养 5 天 , 同 4 . 圆 细胞 蝴 浮 于 培养 基 中 。X320 

:培养 9 天 ,同人 4. 见 到 大 的 中 空 被 泡 。X160 
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1 

2 

3. 

4. 培 养 3 天 ,从 粘 虫 肾 卵 小 管 上 迁移 出 来 的 中 全 细 胞 贴 壁 相 连 ,形成 一 个 分 叉 的 
新 组 织 ,开始 里 动 。X320 








“培养 4 天 , 胰 酶 消化 的 花 麻 番 肾 旷 集 细胞 , 贺 细 胞 贴 壁 成 片 。X320 
-同上 ,培养 10 天 ,游离 细胞 案 成 细胞 团 , 贴 壁 相互 沟通 。X160 


同上 ,培养 23 天 ,组 织 块 周围 长 出 的 细胞 形成 较 大 的 生长 景 。 头 128 





